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RESUMEN 
Se trata de un ensayo "in vitro" de la 
evolución del suelo abonado con fango 
residual aeróbico o anaeróbico, proce- 
dente de depuradoras de aguas urbanas. 
También se ha estudiado el efecto de la 
esterilización previa de los fangos antes 
de añadirlos al suelo. El suelo fue abo- 
nado con los mencionados fangos (este- 
rilizados o no) en la proporción del 
1 % y se ha incubado a 30" C durante 
16 semanas manteniendo una humedad 
constante del 16 % . Periódicamente se 
toman muestras para determinar las dos 
,actividades enzimáticas (ureasa y fosfa- 
tasa) así como para seguir la evolución 
del fósforo y el nitrógeno asimilables y 
del número de microorganismos (amo- 
nificantes, nitrosantes y nitnficantes). 
Generalmente los fangos incremen- 
tan la actividad enzimática estudiada y 
los niveles de P y N son siempre supe- 
riores en el suelo abonado. Este efecto 
enriquecedor es también mayor casi 
siempre en la actividad fosfatásica que 
en la ureásica. 
(i ) Professor Area de Química de 1'Escola d9Agricultura 
(2)  Llicenciada en Ciencies Químiques 
42  A R X I U S  de I'Esc. d ' A g r i c  de Barcelona 
ABSTRACT 
.4n "in vitro" assay of the evolution riodically for determination of the two 
of a soil arnended with aerobical or an- enzimatic activities (urease and phos- 
erobical sewage sludges taken from phatase), and also for available phos- 
~irban sewage works in Spain was made. phoms and nitrogen and the number of 
It was also studied the effect of the pre- microorganismes. 
vious sterilization of the sludge before Generally, the sludges do  increase 
aplying it to the soil. The soil was the enzymatic activities studied as it 
amended with the mentioned sludges was expected, and the levels of availa- 
(sterilized or  not sterilized) in the pro- ble P and N remaiii always higher in the 
portion of 1 % and incubated at 303 C soil amendeíi. This enriching effect is 
for 16 weeks, keeping constant the hu- also quite h i g h ~ r  in phosphatase than in 
midity to  16% . Samples were taken pe- crease activity. 
Ja que, dia a dia, es va fent més microorganismes. 
important la producció de "fangs resi- - Mantenir i millorar el nivel1 de fer- 
duals" resultants de la depuració d'ai- tilitat del sol, així com augmentar-ne el 
gües brutes, és necessari prevenir i rendiment. 
organitzar totes les formes possibles de 
tractament i elirninació d7aquests fangs, El Seu estudi químic, tant per al cas 
procurant de satisfer 3 condicions es- dels fangs de digestió aerbbica com per 
sencials. als de digestió anaerbbica, ens indica 
que són substancies amb un contingut 1 .- Protecció dels medis naturals re- 
notable de  M.O. (20-70 % sobre M.S., 
ceptors. amb una mitjana del 50 % )  i tenen un 2.- Utilització bptima dels fangs, te- de macronutnents N interes- 
nint en compte el seu valor intrínsec sant. 
(utilització en l'agricultura) 
3.-  bpt im econbmic: buscar fomes Referent a la seva aplicació com a 
de tractament i elirninació menys cars, adobs, en ~ n n c i ~ i ,  excepte en rares 
tenint en compte les dues pro- excepcions, no existeixen factors limi- 
postes. tants, pero es fa necessari controlar-ne 
l'aplicació i emprar tkcniques culturals 
Per la seva utilització agricola, cal que adequades. 
acompleixin certes exigencies, coin: El nostre estudi "in vitro" es basara 
- Eliininació de la contaminació dels en les propietats bioquimiques que 
fangs per excés de metalls pesants i de tenen importancia en el seu aspecte fer- 
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tilitzant. Aquestes propietats són fona- Aquests dos enzims s'han triat per- 
mentalment les activitats enzimatiques quk són dels més coneguts i per l'ús que 
i, concretament, les dels enzims Ureasa es fa en l'agricultura de fertilitzants ni- 
i Fosfatasa. trogenats i fosforats. 
1-1. - Ureasa 
Gs l'enzim que catalitza la hidrblisi 
de la urea a CO, i NH,, és a dir, actua 
com una hidrolasa. 
Es l'únic enzim del sbl que és afectat 
per classe i funció d'un fertilitzant (la 
urea). 
El seu origen varia segons uns i altres 
entre microbih i derivat de plantes i, 
quant al seu estat, és generalment ac- 
ceptat que és un enzim extracel.lular, i 
sembla bastant evident que deu estar 
associat a constituents del sbl, com hu- 
mus i col.loides organics, i protegit per 
ells. 
La seva activitat disminueix amb la 
fondbia, relacionant-se aixb amb el 
contingut de M.O. 
Un dels factors més importants, a 
l'hora de mesurar la seva activitat en el 
sol, és la concentració de substrat (urea) 
necessari per saturar l'enzim durant la 
incubació. Douglas, Bremner i altr. van 
trobar que aquesta concentració és la 
que donen 1 .O00 pg N-ureiclgr. de sbl. 
1-2.- Fosfatasa 
Els compostos de P organic del sbl 
poden ésser utilitzats pels microorganis- 
mes com a font de fosfats gracies a 
aquests enzims, que hidrolitzen els 
esters orgilnics dels fosfats. Aquests en- 
zims estan localitzats entre la paret cel- 
lular i la membrana, i estan en posició 
excel.lent per actuar sobre els fosfats 
externs. 
La distribució de la fosfatasa .en el 
sbl coincideix amb la dels microorga- 
nismes, disminuint amb la fondaria, a 
causa de la disminució d'activitat biolb- 
gica en els perfils inferiors i a la inacti- 
vació dels enzims per minerals argilosos. 
Segons el pH d'actuació, la fosfatas'a 
pot ser: 
Fosfatasa Acida pH 4-6 
Fosfatasa alcalina pH 8- 10. 
La distribució d'una o altra pot va- 
riar en sbls amb diferent contingut 
d'humitat per causa de la diferent sensi- 
bilitat d'aquest enzim a l'acidesa. 
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2. MATERIAL 1 METODES 
Sol. 
Procedeix de la zona agrícola de s'ha fet servir de control i per a la incu- 
Caldes de Montbui (Granja Marirnon), bació amb fang aerbbic. 
situada a la província de Barcelona. Les 2a. mostra, marq de 198 1, que s'ha 
mostres s'han recollit en dues dates di- fet servir de control i per a la incubació 
ferents: del fang anaerbbic. 
la. mostra, setembre de 1980, que . .  
T A  U L A  1 - Característiques del sol 
pH 7,8 
Conductivitat 0,45 -0,72 m.mhos/cm ( ~ S ~ C )  
P assimilable 33 -37 ppm. de P z 0 5  
%CO; = 7 , s - 9 , 6  
% C orginic 0,96 - 1 ,O8 
O/0oNt 0,96 - 1,3 
C/N 8,3 -10,3 
C.I.C. 12,5 meq cations/100 gr. sol 
Fangs 
Fang aerbbic, procedeix d'una depu- Fang anaerbbic, també procedeix 
radora urbana de l'Estartit, "Costa Bra- d'una depuradora urbana, pero de Pa- 
va" (Girona). lencia. 
T A U L A  11 - Característiques del fang 
Fang aerbbic Fang anaerbbic 
PH 7,42 7,8 
Conductivitat 2,05 0,9 
% C organic 18-20 15,s 
% N t  3,M 1,15 
% p205, 3,65 1,98 
C/N 6,5 16 
C.I.C. 38,61 48,70 
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Metalls pesants: les anilisis donen dintre dels límits acceptats. 
Barreges i incubació del sol i fang 
Les mostres s'han de tamisar a 2 mm. 
i per al cas dels fangs, una part és esferi- 
litzada abans de fer la barreja (autoclau, 
1 atm., durant 20 minuts, i 3 tracta- 
ments, a intervals de 24 hores). 
El sbl i fang es van barrejar i h o m e  
geneitzar a la proporció 1/100 en pes 
(fanglsbl). 
Barreges que s'han fet: 
Sb, - terra sola per al control 
Sb, , ' -  fang aerbbic o anaerbbic no 
esterilitzat/sbl 
Sb, - fang aerbbic o anaerbbic es- 
terilitzat/sbl. 
Les barreges s'han incubat a 30°C i a 
una humitat constant del 16 % (per ad- 
dició d'aigua quan era necessari). 
Les mostres s'han tret a la l a ,  2a., 
3a., 5a., 8a., 12a. i 1 6 a  setmanes, per 
tal de fer els deversos assaigs: activitats 
enzimatiques i nombre de microorganis- 
mes, que es fan immediatament i sobre 
materia humida, i N amoniacal i nítric 
i P assimilable. 
Activitat ureasica (met. Zantua i aforat. 
Bremmer modificat) b) Reacció de color (Berthelot reac- 
L'activitat es fa sempre per duplicat tion, Weatherbum P.W.). En tubs d'as- 
i amb mostres humides. saig de 25 ml. : 
a) S'agafa 1 gr. de mostra, 4 ml. de 
tarnpó citrat 0 , lM a pH 6,7 i es fa una A/ 1 ml. de l'extracte i 9 ml. d'aigua 
pre-incubació en bany a 37°C durant 30 destil.lada. Sacsegeu-ho. 
minuts. A continuació s'afegeix 1 ml. B/ 5 ml. de [ fenol + nitroprussiat 
d'urea al 10 % i s'incuba durant 1 hora i sbdic i sacsejar-ho ] 
mitja, a 37" C. En acabar la incubació C/ 5 ml. d'hipoclorit alcalí i sacsejar 
s'hi afageixen 10 ml. de KCl 2N, es de nou, es deixa 20 minuts a 37°C i es 
filtra i s'enrasa a 50 ml. en un matris llegeix l'absorbancia a 625 nm. 
Blancs: 
01 Blanc de reactius: 10 ml. d'aigua En els casos 1) i 2)  el procés a seguir 
destil.lada + B + C (es posa com a re- és el mateix que en el cas de la mostra. 
ferencia per llegir) L'activitat de la urea es determina 
1/ Blanc substituint el sol per 1 ml. per la corba de calibració: 
d'aigua (Blanc de substrat) Reacció de color fent servir solucions 
2/  Blanc substituint el ml. d'urea de 10 ml. de NH4Cl contenint 0,5 a 10 
per 1 ml. d'aigua (Blanc de tema). p g  de N-NH4 + B + C. 
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Activitat fosfatasica (met. de Taba- Blancs: 
tabai modificat) Blanc de reactius: 4 ml. de tampó 
Igual que per al cas de la ureasa, es fa maleat + 1 ml. de CaClz 0,5 M + 4 ml. 
sempre per duplicat i amb mostres hu- NaOH 0,5 M i aigua fins 11 ml. 
mides. Blanc de substracte: 1 ml. d'aigua en 
S'agafa 1 gr. de mostra, 1 ml. de Iloc d'l gr. de mostra 
p-nitrofenilfosfat disodic 0.1 15 M i Blanc de terra: 1 ml. d'aigua en lloc 
3 ml. de tampó maleat 0, l  M a pH 6'5. del ml. de p.-nitrofenifosfat disodic. 
S'incuba en un bany a 37°C durant una L'activitat de la fosfatasa també la 
hora. deternlinem per corba de calibració: 
Es deixa refredar 10 minuts a 0°C solucions de p-nitrofenol contenint de 
per parar la reacció i s'afegeix 1 ml. de O a 50 pg. + tampó maleat + CaCl, 
CaCl, 0,5 M i 4 ml. de NaOH 0,5 M, es 0,5 M + FTaOH 0,5 M per obtenir les 
filtra i s'enrasa a 1 1 ml. Es llegeix a una condicions ~ lequades ,  igual que quan 
longitud d'ona de 398 nm. es fa servir la mostra. 
ANNEX 
Nitrogen amoniacal i Nitrogen nítric amb fang anaerobic, i només els nitrifi- 
Determinats utilitzant un electrode cants en el cas del fang aerobic. 
específic per a cada cas. El nitrogen Adjuntem representació grafica de 
nítric en extracte aquós, i el nitrogen 17evolució amb e] temps dels valors loga- 
amoniacal en extracte de solució de clo- ,ítmics del nombre de microorgan~smes 
rur potassic. trobat en cada cas. 
Per als cultius hem utilitzat mitjans 
Fosfor assimilable de base de solució mare salina de  Wino- 
Pesant amb exactitud uns 5 gr. de gradsky i.extracte de terra, i substrats 
mostra previament assecada a l'aire, i ex~ecíf ics  Per a cada cas. 
utilitzant el metode de Nnadi, per ;x- 
tracció dels fosfor assimilable amb Virem incubar suspensions diluides 
EDTA dissodic 0 , l  M i utilitzant com a de les diferents mostres ( 1  ml. per tub) 
reductor acid ascorbic en solució d'acid i cada mostra en diferents dilucions 
sulfúric. creixents (de 10-1 a 10 - 8 )  utilitzant tres tubs de dilució. Les incubacions es 
varen fer a 28" C, durant 7, 15 o 20 dies. 
Comptatge de  microorganismes La lectura del nombre de microorga- 
Es determinaren els arnonificants, ni- nismes es realitzi utilitzant reactius de 
trosants i nitrificants en les incubacions color, especific per a cada cas i fent el 
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i comptatge pel metode del "nombre més probable". 
3. RESULTATS 
En general, els expressem utilitzant les identificacions següents: 
grhfiques (figures) que ens donen eis 
valors de cadascun dels parametres en Sb9 (cOntrO1' 
estudi, en funció del temps d'incubació Sb I 1 (terra/fang no ester.) - - - - - - - - - - 
(en setmanes). Sb 14 (terralfang esterilit.) ................... 
En cada grafica es dibuixen, doncs, 
tres corbes, que corresponen a les tres Per al nitrogen i el fbsfor utilitzem 
variants que hem treballat i que tenen taules de valors. 
TAULA 111 - Nitrogen assirnilable ( amoniacal i nítric I 
Incubació terralfang aerbbic Incubad6 terralfang ruinerbbic 
N-amoniacal (pmm) N-nitric (ppm) ( N-amniacal (ppm) N-nitric (ppm) 
Setmanes 
- 
O 0,l 10,15 10,15 1,12 2,36 2.36 5.42 11,79 12,OO 25,80 43,05 43.05 
1 0,Ol 23,97 31.15 - - 3,37 3,85 335 27,41 74.99 109,l 1 
2 0.51 22,50 16.14 - - - 11,49 16,76 13,73 - - - 
3 - 8,75 10,94 14,97 94,lO 124,28 2.75 3,30 2,51 69.69 132.96 141.75 
5 0,45 7,75 18,85 13,87 134.59 164,22 10.99 13.46 11,17 72,82 123.27 138,47 
8 0.97 15,26 13,02 46,68 162,4C 144,33 9,40 9,OO 9,45 98,82 139,91 180,55 
12 5,90 8,58 7,33 44,04 179.85 189,65 12,Ol 11.00 10,73 160,OO 198,OO 180,O.O 
16 7,32 6.92 6,89 68,16 216.90 184,98 5,48 6,05 5,79 443,62 543,42 553.54 ' 
IV - P- assirnilable (mg P, O,/ Kg. tema) 
Incubaci6 terralfang aerbbic Inaibació tern/fang uwrbbic 
T e m ~ s  1 Sb, Sb11 S b ~ 4  Sb9 Sb11 S b ~ 4  
Setmanes' 
1 1 18,97 229,75 269.95 161.30 216.13 232.60 
5 190,30 344,9 3 19,SO 174,50 207.3 243,80 
1 h ?M 4i-I 258 00 1 M).m 215.90 185.50 
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Fig. 5. Lg nbre. microorganismes terra / fang anaerbbic en funció 
del temps 
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Lg nbre. microorganismes 
Fig. 6. Lg. nbre. microorganismes terra / fang aerbbic en funció 
del temps 
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S'observa per a cada cas estudiat que - I'augment d'activitat enzimitica 
les corbes d'evolució tenen un compor- del fang aerbbic sembla que és limitada 
tament similar en les tres variants a un període de temps més curt, con- 
esmentades (Sb9, Sb ,, i Sb14). cretament al de la nostra incubació, i al 
En tots els casos es veu un pic de contrari, per al fang anaerobic es man- 
gran activitat a causa de i'efecte benefi- tenen els nivells d'activitat elevats al 
ciós de la temperatura d'incubació final de l'experiencia. 
sobre la flora microbiana. 
Pel que fa referencia a les activitats Nombre de microorganismes: Es veu 
enz i rn~ t i~ues ,  es veu un notori efecte un efecte enriquidor causat pel fang. 
enriquidor a causa de l'adobat. Les Sb14 Les evohcions amonificants i nitri- 
tenen més activitat inicialment que les ficants són imerses, i l'evolució del crei- 
Sbll. Aixb pensem que es pot explicar xement bacteria és coherent amb 
per les raons següents: l'evolució del N-nítric i N-amoniacal, 
a/ En la barreja inicial terra/fang no amb un desfasament d'una setmana. 
esterilitzat, s'ha de produir al principi 
una competencia entre el microorganis- N-assirnilable (N-amoniacal i N- ní- 
mes de la terra i els del fang, fins arribar tric). El N-amoniacal va disminuint amb 
a un equilibri, i aixb explica un detri- el temps per passar a N-nit ric, que en el 
ment de l'activitat microbiana en gene- nostre cas acumulant, ja que no 
ral. hi ha plantes ni rentats per pluja. b/ En la barreja terralfang estefilit- Cadobat provoca un lleuger augment, 
zat, al contrari, els microorganismes de encara que no tan notable com en el 
la terra poden iniciar immediatament cas de les activitats enzimitiques. 
llur activitat, augmentada, a més a més, L,evolució del N-amoniacal és in- per l'efecte nutrient del fang. vers a la del N-nítric i de la ureasa. 
En general, i davant els resultats ob- 
tinguts, es pot assenyalar que P- assimihble. L'efecte enriquidor del fang és evi- 
- l'adobat amb fang ~rodue ix  un dent, encara que en el cas de  l'adobat 
augment d'activitat més noton en la amb fang anaerbbic aquest augment 6s 
fosfatasa que en la ureasa, menys notable. 
- les diferencies entre fang esterilit- un augment en 19activitat fosfata- 
zat i no esterilitzat no s Ó ~  notbries, Ja sica implica un augment posterior del 
que en finaiitzar la incubació, la ten- nivell de p asimilable. 
dencia és a igualar-se, Quan la quantitat de P inorginic 
- l'augment ~ rovoca t  Per I'adobat 6s soluble 6s molt elevada es produeix un 
mis  gran en el CaS del fang anaerbbic, efecte d3inhibició de I'activitat fosfati- 
encara que sembla més constant el del ,iCa (p organic, -p inorghic). 
fang aerbbic, fosfatasa 
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5. CONCLUSIONS 
1. Els fangs de depuradores usats organismes amonificants com un bon 
com adobs augmenten les activitats índex del nombre total de microorga- 
enzimatiques estudiades i es confirma nismes. 
l'efecte enriquidor d'aquests fangs en En la terralfang anaerbbic (únic cas 
els parametres químics (N-assirnilable i en que es pot comparar) es veu que 
P-asimilable) i microbians estudiats. les evolucions fosfatasa-amonificants 
El fang anaerbbic sembla tenir una són suficientment similars per poder 
evolució més lenta. esperar una bona correlació entre amb- 
La millora d'activitat enzirnatica cau- dues mesures en posteriors experiencies 
sada pel fang és més gran en la fosfatasa quantitatives. 
que en la ureasa. 
3. Dels resultats obtinguts, no podem 
2. Com que l'acció amoni'ficant dels deduir que existeixi una bona similitud 
microorganismes la realitza el 80 % de entre evolució de I'activitat fosfatasica i 
la flora microbiana del sol, aixb ens per- nivel1 de P-assimilable, tal com podia 
met de considerar el nombre de micro- esperar-se per les dades bibliografiques. 
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